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摘要:目的 建立海洋中药干贝高效液相色谱 ( H PLC)指纹图谱分析方法,为其质量控制和药材鉴别提供依据。方法 采
用反相 A lltim a- C18柱, 水 ( A )和乙腈 ( B)为流动相,梯度洗脱, 流速为 0. 8 m l/m in, 检测波长 210 nm,柱温 20 , 进样体积
30 ;l采用高效液相色谱二极管阵列检测器 -质谱联用技术 ( HPLC- DAD- M S)对其特征峰进行快速分析;采用相似度
计算软件用于 10批干贝药材的相似度评价。结果 初步建立了干贝药材的 H PLC指纹图谱, 10批干贝药材指纹图谱有 9
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Abstract: Objective To establish a chrom atographic fingerpr int o f D r ied Sca llop, a kind o f Ch inese m arine m ed icine, by h igh
perform ance liquid chrom atography (H PLC ), and app ly fo r quality assessm ent and contro l o fm ed ic inem ater ia ls of D r ied Sca llop.
M ethods Sepa ration w as perform ed on an A lltim a- C18 ( 250 mm  4. 6 mm, 5 m ) , w ith mob ile phase consisting o f w ater
( A ) and aceton itr ile ( B) w ith g radien t e lution at the flow rate of 0. 8 m l/m in. TheUV detection w aveleng th w as 210 nm, co lumn
tem pe ra ture was 20 . Character istic peaks of the finge rprint cou ld be rap id ly analyzed by h igh perform ance liqu id chrom atogra
phy- m ass spec trom etry ( H PLC- M S), and the so ftw are o f s im ilar ity ana lysis was used to ca lcu la te the sim ilar ity o f a ll theD r ied
Scallop samp les. R esults A ll samp les tested conta ined the same n ine peaks, and the sim ila rities o f 10 ba tches of D ried Scallop
w erem ore than 0. 85. M S and UV spec tra of the 4 characteristic peaks ob tained us ing H PLC - M S cou ld be used to accura tely
confirm the character istic and comm on peaks in fing erprint o f D ried Sca llop. Conc lusion Th is m ethod is sim ple, accu rate and
stable, and can prov ide sc ientific re ference for the identifica tion and qua lity contro l o f D r ied Scallop.
Key words: Dr ied Sca llop; H igh perfo rmance liqu id chrom atog raphy; F ingerprint
干贝 Dr ied Scallop为扇贝科动物栉孔扇贝 Chlamy s farrer i
( Jones et P reston)、华贵栉孔扇贝 Chlamy s nobilis( Reeve)和花鹊
栉孔扇贝 Chlamy s p ica ( Reeve)的闭壳肌, 经煮熟、干燥后得到的
干制品扇贝柱, 其鲜嫩味美, 是深受消费者喜爱的重要海产八珍
之一 [ 1]。干贝之鲜味因干制浓缩, 十分峻烈, 古人曾说过 !干贝
峻鲜 , 无物可与伦比, 食后三日犹觉鸡、虾乏味∀。这是因为它
富含酰胺、肽、谷氨酸和琥珀酸等多种呈鲜物质所致,且含有蛋白








中药原药材及其制品的质量控制 [ 5, 6] , 而用于海洋药物的鉴别以
及质量控制研究还较少 [ 7, 8]。最近,本课题组已经成功建立了罗
氏海盘车、马粪海胆和海参等海洋中药的高效液相色谱指纹图




1. 1 仪器 1200型高效液相色谱仪, 配有四元泵,二极管阵列检
测器 ( DAD ),自动进样器等 (美国 Ag ilent公司 ); 6320型离子阱
质谱仪 ,配有电喷雾 ( ESI)离子源和大气压化学电离 ( APC I)源
(美国 Ag ilent公司 ); KQ - 400KDE型高功率数控超声波仪 (昆山
市超声仪器有限公司 ); R201型旋转蒸发仪 (上海申生科技有限
公司 ); FA1104型电子天平 (上海精天电子仪器厂 ); TH Z- 8恒
温水浴锅 (中国浙江嘉兴电热仪器厂 ); M illi- Q ( 18. 2 M ) 超纯
水处理系统 (美国 M illipo re公司 )。
A lltim a- C
18
色谱柱 ( 4. 6 mm  250 mm, 5 m, 美国 A lltech);
D iam ons il- C18色谱柱 ( 4. 6 mm  150 mm, 5 m, 中国 Dikm a);
Zo rbax Bonus- RP C18色谱柱 ( 4. 6 mm  250 mm, 5 m,美国 Ag i
len t); S inoch rom ODS- BP C18色谱柱 ( 4. 6 mm  200 mm, 5 m, 中
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国大连依利特 ); Ec lipse XDB - C18 ( 4. 6 mm  150 mm, 5
m,美国 Ag ilent公司 )。
1. 2 材料 甲醇、乙腈为色谱纯 (德国 M ERCK公司 ); 乙酸
色谱纯 (德国 R iedel公司 ) ; 磷酸色谱纯 (天津瑞金特化学
品有限公司 ) ; 水为自制 M illi- Q超纯水; 乙醇为分析纯





城市收集, 共 10批次, 编号为 S1- S10(见表 1), 经中国海




S1 青岛崂山 2009- 02
S2 青岛沙子口 2009- 02
S3 青岛胶州 2009- 02
S4 烟台 2009- 03
S5 连云港 2009- 03
S6 日照 2009- 03
S7 大连 2009- 03
S8 青岛王哥庄 2009- 03
S9 青岛仰口 2009- 03
S10 烟台蓬莱 2009- 03
2 方法
2. 1 色谱分析条件 A lltim a- C
18
色谱柱 ( 4. 6 mm  250
mm, 5 m ) ,流动相: 水 ( A ), 乙腈 ( B),梯度洗脱程序为 T:
0~ 15~ 20~ 50 m in, 流动相比例 B% : 50% ~ 87% ~ 100%
~ 100% , 柱温 20 ,流速为 0. 8 m l/m in,检测波长: 210 nm,
进样量: 30 l。
2. 2 质谱分析条件 流动相: 0. 2% 醋酸水溶液 ( A ), 0. 2%
醋酸乙腈溶液 ( B) ;其他色谱分离条件同上, 色谱柱后分流
进入质谱的流动相流速: 0. 4 m l/m in, 电喷雾离子源, 正离
子电离模式 ,雾化气压力: 50 ps,i干燥气 ( N2)流速: 11. 0 L /
m in,干燥气体温度: 350 , 毛细管电压: 4 000 V, 全扫描
( Scan)质荷比 ( m /z)范围: 120~ 1 000。
2. 3 样品溶液的制备 将干贝样品 60 烘干 6 h,粉碎, 过
40目筛备用。准确称取 1. 00 g干贝粉样品,置于 100 m l具
塞锥形瓶中, 加入 30 m l正丁醇、乙醇混合液 ( V& V = 4&
1),在室温条件下超声提取 30 m in, 静置 30 m in, 取上清液
于 100 m l旋蒸瓶中,在 80 条件下旋转蒸发浓缩至干, 用
乙腈溶解提取物并定容至 5 m ,l过 0. 45 m微孔滤膜后作
为供试品溶液。
3 结果
以干贝药材的 9个共有峰 ( 1~ 9号峰,见图 1)的相对
保留时间及相对峰面积来考察仪器精密度、实验方法的重
复性及稳定性。
3. 1 精密度实验 取 S1号样品的供试品液,按照 ! 2. 1∀项
色谱分析条件, 重复进样 5次测定, 记录指纹图谱, 结果表
明, 各共有峰的相对保留时间和相对峰面积比值无明显变
化, RSD值分别为 0. 06% ~ 0. 14%和 1. 50% ~ 3. 73% , 符
合指纹图谱要求。
3. 2 重复性实验 取 S1号样品 6份, 制备供试品溶液, 按
照 ! 2. 1∀项色谱分析条件进样分析, 记录指纹图谱, 结果表
明, 各共有峰的相对保留时间和相对峰面积比值无明显变
化, RSD值分别为 0. 11% ~ 0. 17%和 2. 79% ~ 6. 68% , 符
合指纹图谱要求。
3. 3 稳定性实验 取 S1号样品的供试品液,按照 ! 2. 1∀项色谱分析条
件,分别在 0, 3, 6, 8, 12, 24, 48 h进样分析, 记录指纹图谱, 结果表明,
各共有峰的相对保留时间和相对峰面积比值无明显变化, RSD 分别为
0. 11% ~ 0. 80% 和 2. 10% ~ 4. 90% , 显示供试品溶液至少在 48 h稳
定,符合指纹图谱要求。
S1 ~ S10: 1~ 10批次干贝药材 R:共有模式
图 1 10批干贝 HPLC指纹图谱
3. 4 样品的指纹图谱测定 分别取不同批次的干贝样品 10个,按供试





该峰的纯度, 表明该峰为一纯化合物, 因此选择 9号峰为参照峰 (保留
时间和峰面积均设为 1),用于计算各共有峰与内参峰的相对保留时间
(见表 2)及相对峰面积 (见表 3) , 各样品的各共有峰相对保留时间
RSD均小于 0. 11% , 更进一步说明本方法的可靠性。统计共有峰与总










1 0. 31 0. 31 0. 31 0. 31 0. 31 0. 31 0. 31 0. 31 0. 31 0. 31 0. 31 0. 10
2 0. 40 0. 40 0. 40 0. 40 0. 40 0. 40 0. 40 0. 40 0. 40 0. 40 0. 40 0. 10
3 0. 44 0. 44 0. 44 0. 44 0. 44 0. 44 0. 45 0. 44 0. 44 0. 44 0. 44 0. 10
4 0. 57 0. 57 0. 57 0. 57 0. 57 0. 57 0. 57 0. 57 0. 57 0. 57 0. 57 0. 10
5 0. 59 0. 59 0. 59 0. 59 0. 60 0. 60 0. 60 0. 59 0. 60 0. 59 0. 59 0. 10
6 0. 66 0. 66 0. 66 0. 66 0. 66 0. 66 0. 66 0. 66 0. 66 0. 66 0. 66 0. 10
7 0. 68 0. 68 0. 68 0. 68 0. 68 0. 68 0. 68 0. 68 0. 68 0. 68 0. 68 0. 09
8 0. 73 0. 73 0. 73 0. 73 0. 73 0. 73 0. 73 0. 73 0. 73 0. 73 0. 73 0. 09









1 0. 69 0. 60 0. 98 0. 61 0. 70 0. 84 0. 87 0. 99 0. 93 0. 30 0. 75 28. 38
2 3. 93 2. 98 1. 45 1. 05 1. 21 4. 99 1. 33 2. 65 1. 58 0. 56 2. 17 65. 69
3 0. 30 0. 22 0. 33 0. 44 0. 44 0. 40 0. 31 0. 59 0. 30 0. 18 0. 35 34. 37
4 4. 68 1. 88 2. 65 2. 59 2. 46 2. 31 2. 59 2. 31 2. 85 2. 53 2. 68 27. 87
5 0. 43 0. 52 0. 71 0. 53 0. 47 0. 44 0. 50 0. 54 0. 62 0. 42 0. 52 17. 36
6 0. 47 0. 41 0. 61 0. 34 0. 40 0. 41 0. 37 0. 40 0. 48 0. 33 0. 42 19. 36
7 0. 76 1. 02 0. 94 3. 44 2. 42 0. 59 2. 89 0. 90 0. 90 2. 75 1. 66 65. 18
8 1. 17 1. 36 1. 11 4. 41 3. 56 0. 88 3. 47 1. 01 1. 20 3. 46 2. 16 63. 63
9 1. 00 1. 00 1. 00 1. 00 1. 00 1. 00 1. 00 1. 00 1. 00 1. 00 1. 00 0. 00
3. 5 特征峰的准确定位 在本研究所建立的分析系统下 ,干贝提取物
成分出峰时间主要在 35 m in之前, 包含 9个共有峰, 其中特征性最为
明显的有 4个色谱峰,这 4个色谱峰即构成干贝 H PLC指纹图谱的特
征峰 (分别为峰 1, 2, 8, 9; 见图 1), 用于干贝药材 H PLC指纹图谱共有
峰的快速准确识别和定位。采用高效液相色谱 -电喷雾质谱联用技术
( HPLC- ESI- M S)对干贝指纹图谱中的特征峰进行分析, H PLC工作
条件同 ! 2. 1∀项色谱条件, ESI- M S按照 ! 2. 2∀项质谱条件进行检测分
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析, 获得的质谱总离子流色谱图 ( T IC) ,如图 2所示, 可以看出干
贝的正丁醇、乙醇混合溶剂提取物中各特征峰质谱分析信号良
好, 干贝指纹图谱中的 4个特征峰的质谱图及 DAD光谱图 (图
3)。查阅国内外干贝化学成分研究的相关文献及相关天然产物
化学成分数据库, 发现干贝指纹图谱中的 4个特征峰可能为没有
文献报道的新化合物 ;根据 H PLC - ESI- M S获得的 4个特征峰
的质谱图及 DAD光谱图 ,结合 4个特征峰的保留时间, 可以实现
干贝药材指纹图谱特征峰以及共有峰的快速准确定位, 对干贝
HPLC指纹图谱用于干贝药材的真伪鉴别具有重要意义。
图 2 干贝样品 HPLC - ES I- MS分析总离子流色谱图
图 3 干贝 4个特征峰的 DAD光谱图及质谱图
3. 6 相似度计算 10批干贝样品分别购买于沿黄、渤海不同城
市, 样品的代表性较好。通过 !中药色谱指纹图谱相似度评价系
统 ∀ ( #中国药典∃ 2004A版 ) 对 10批干贝药材的指纹图谱进行
相似度分析, 首先将色谱工作站数据导入中药指纹图谱相似度计
算软件, 选定上述 9个共有峰进行谱峰匹配, 通过中位数矢量计
算得出干贝样品指纹图谱的共有模式 (见图 1), 并以此共有模式
为对照模版 (参考指纹图谱 ) ,用于 10批干贝药材相似度评价,
相似度评价结果均大于 0. 85(见表 4), 说明这 10批干贝药材的
化学成分一致性较好。由相似度计算结果可以看出, S3样品指
纹图谱与共有模式的相似度高达 0. 984, 因此, S3样品的指纹图
谱也可以作为干贝药材的参考指纹图谱 (见图 4), 具有较好的代
表性和科学性, 而 S3样品则可以作为干贝药材的标准物质,用于
干贝药材的 H PLC指纹图谱质量评价。














4. 1 提取溶剂与提取方法的选择 本研究对 5种不同提取溶剂
及其混合液 (甲醇、乙醇、醋酸乙酯、正丁醇、氯仿 )制备干贝提取
物进行了比较,结果表明, 干贝不同溶剂提取物 HPLC指纹特征




液做干贝 H PLC指纹图谱制备提取溶剂; 另外, 还对不同比例正
丁醇、乙醇混合液进行了比较, 结果表明, 正丁醇、乙醇体积比为
4& 1的混合效果最佳。此外 ,还对超声波提取法、水浴加热法、
回流提取法进行了比较, 结果表明, 以正丁醇、乙醇混合溶剂 ( V






4. 2 检测波长的选择 通过二极管阵列检测器全波段扫描 ( 190
~ 400 nm ),考察了不同检测波长对指纹图谱的影响, 结果表明,
在 UV 210 nm条件下检测获得的色谱指纹图谱信息量大, 指纹峰
特征性强,具有较好的代表性,因此选择 210 nm 作为干贝 HPLC
%1037%
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指纹图谱研究的检测波长。
4. 3 色谱柱与流动相的选择 干贝成分复杂含有丰富的蛋白质、
脂肪、维生素、微量元素等营养成分 [ 3] , 采用等度洗脱的方法很
难将干贝提取物中的多种化合物分离开,因此采用线性梯度洗脱
方式进行分离。本研究对 !仪器∀中所列的 5根不同生产厂家的
色谱柱进行了比较, 结果表明,使用 A lltim a- C18色谱柱获得的干
贝提取物指纹图谱各峰分离度高,色谱峰分布均匀, 峰型好看,具
有较好的代表性, 因此选择 A lltim a- C18柱用于干贝药材的指纹
图谱研究。在此基础上, 比较了甲醇、乙腈、水为流动相时的色谱
图效果, 并加入磷酸、乙酸调节流动相 pH 以改善分离度和色谱
峰形, 结果发现以水 -乙腈为流动相时, 进行梯度洗脱 50 m in,可
以使全部色谱峰流出 ,并且色谱峰的分离度较好。
4. 4 质谱条件的考察 本研究比较了 ESI- M S和 APC I- M S两
种质谱技术, 结果发现, 干贝的正丁醇、乙醇混合溶液提取物在
APC I- M S正、负模式下均几乎没有响应, 而在 ESI- M S正离子
模式下, 大部分化合物均能产生质谱信号, 说明提取物中化合物
的极性偏高, ESI- M S正离子模式适用于干贝化学成分的分析。
4. 5 小结 本文采用 H PLC法, 建立了干贝的 HPLC指纹图谱,
结合相似度分析可用于干贝药材的真伪鉴别及质量控制。此外,
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摘要:目的 研究单侧输尿管梗阻 ( UUO )及再通后大鼠尿微量蛋白的变化和抗纤灵对尿微量蛋白变化的影响。方法 建
立大鼠 UUO模型 120只和 UUO再通模型 90只, 随机分为正常组、假手术组、模型组、抗纤灵组和科素亚组。于造模后各
时间点检测大鼠尿转铁蛋白 ( TRF )、尿视黄醇结合蛋白 ( RBP )、尿  2 -微球蛋白 ( 2- M )。结果 在 UUO模型中,模型
组各时间点 TRF、RBP、 2- M 较正常组和假手术组明显升高 (P < 0. 01), 并随梗阻时间的延长逐渐升高。在 UUO再通
模型中, 各时间点 TRF、RBP、 2- M较正常组和假手术组明显升高 (P < 0. 01), 并随梗阻时间的延长逐渐降低。与模型
组比较, 抗纤灵能明显降低两模型中 TRF、RBP、 2- M。结论 抗纤灵冲剂能减少 UUO模型和 UUO再通模型中的尿微
量蛋白尿, 改善两种模型中的肾损伤。
关键词:抗纤灵冲剂; 单侧输尿管梗阻; 单侧输尿管梗阻后再通; 尿微量蛋白
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